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摘要 : ANERO: 小 副科 ) 昆 虫 是 植物 检疫 中 经 常 截获 的 类 群 ,为 探讨 线粒体 细胞 色素 C 氧化 酶 亚 基 T 
(COT ) 基 因 的 特定 区 段 作为 DNA 条 形 码 快速 准确 鉴定 齿 小 寇 种 类 的 可 行 性 ,以 齿 小 骞 属 昆虫 为 研究 对 象 , 测定 
分 析 了 线粒体 CO I 基因 462 bp 碱 基 序 列 。 序 列 分 析 结 果 显 示 : 变异 位 点 为 259 个 , 保守 位 点 203 个 , 简约 信息 位 
点 181 个 , 自 裔 位 点 78 个 。 所 有 位 点 中 , A, C, C 和 了 碱 基 平 均 含量 分 别 为 30.7% , 16.596 , 17.096 F 35. 896 。 
A+T 含 量 较 高 , 为 66.5% , 明显 高 于 C+C AE, RMH TA A +T REWE, HA 与 T 含 量 相当 , 符合 昆虫 线 
粒 体 基因 碱 基 组 成 的 基本 特征 。 转 换 与 颠 换 结果 显示 : 该 段 序列 未 达到 饱和 , 可 以 得 到 准确 的 进化 分 析 。 利 用 
Kimura 2-parameter 模型 分 析 遗 传 距离 得 到 , 同 物 种 间 的 遗传 距离 介 于 0.002 ~0.007 之 间 , 不 同 种 间 的 遗传 距离 
介 于 0.056 ~0.431 EJ, 平均 遗传 距离 为 0.199, 说 明 该 段 序 列 能 够 区 分 不 同 物种 。 基 于 CO I 基因 序列 构建 的 邻 
接 法 系统 发 育 树 (NJ BE) 显示 ,同一 物种 聚 为 同一 小 文 , Hax AREA 100% ; 近 缘 种 能 聚集 在 一 起 , HEIA 
度 很 高 ( :97% ) 。 结 果 表 明 应 用 基于 CO I 基因 片段 的 DNA 条 形 码 进行 齿 小 堆 属 昆虫 分 类 鉴定 具有 可 行 性 。 
关键 词 : 齿 小 骞 属 ; DNA 条 形 码 ; 线粒体 CO I 基因; 遗传 距离 ; 系统 发 育 树 
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Abstract: Species of the genus Ips ( Coleoptera: Scolytidae) are often intercepted and captured in 
quarantine at port. To explore the feasibility of identifying Ips species rapidly and accurately by DNA 
barcode of special sequence in mitochondrial cytochrome c coxidase subunit I (CO I ), the 462 bp 
sequence of mitochondrial CO | gene in As spp. was measured and analyzed. The sequence analysis 
results revealed that there are 259 mutation sites, 203 conserved sites, 181 parsimony-informative sites 
and 78 singletons in this gene. Among all sites, the average proportion of base A, G, C and T are 
35.896, 17. 296 , 16. 5% and 30. 5% , respectively. A + T base pair accounts for 66. 3% of the 
mitochondrial CO [| gene, which is significantly higher than that of G + C base pair and shows an 
obvious preference to A +T in the sequence. The numbers of A and T are equal, conforming to the basic 
feature of base composition in insect mitochondria. The result of transition and transversion showed that 
the sequence did not reach saturation and an evolution analysis can be achieved accurately. Model 
Kimura 2-parameter was used to analyze the genetic distance, and the results showed that the genetic 
distance among the same species varied from 0.002 to 0. 007, while that among different species ranged 
from 0. 056 to 0. 431 with the average value of 0. 199, confirming that the genetic distance can be used to 
discriminate different species. Neighbor-joining phylogenetic tree was built based on the CO [| gene 
sequences, and the result indicated that the same species was gathered in the same branch, with the 


bootstrap value of 100% and the related species could also gather in the same branch, with a high 
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confidence ( 三 97% ). The results suggest that DNA barcoding based on mitochondrial CO [ gene 


sequences is applicable in the classification and identification of /ps species. 


Key words: /ps; DNA barcoding; mtDNA CO [ gene; genetic distance; phylogenetic tree 


随 着 我 国 对 外 贸易 的 日 益 频 繁 , 木材 的 进口 量 
与 日 俱 增 , 口 尾 截 获 的 害 忠 种 类 和 数量 不 断 增 加 ， 
其 中 小 霸 科 昆虫 为 检疫 工作 中 经 常 截获 的 重要 类 和 群 
(Ex EZ, 1987) , 对 其 进行 快速 准确 的 检疫 鉴定 为 
预防 检疫 性 种 类 入 侵 有 重要 的 意义 。 目 前 , 形态 特 
征 鉴定 是 检疫 系统 常用 的 方法 , 然而 , 形态 学 鉴定 
主要 以 成 虫 为 研究 对 象 , 截获 的 小 声 虫 中 有 相当 一 
部 分 为 幼虫 或 者 部 分 破碎 的 成 虫 , 使 得 形态 学 鉴定 
难以 实现 ( 刘 勇 等 , 2010) 。 因 此 , 探索 新 的 方法 弥 
补 形 态 鉴 年 的 不 足 显得 尤为 重要 和 迫切 。 随 者 分 子 
生物 学 技术 在 昆 忠 分 类 中 的 广泛 应 用 , 为 出 入 境 检 
疫 部 门 快 速 准 确 地 检疫 鉴定 截获 的 昆虫 提供 了 新 方 
法 。 线 粒 体 细胞 色素 氧化 酶 C 亚 基 工 (mtDNA CO 
1 ) 基 因 是 目前 测序 最 多 , 结构 和 进化 动力 学 研究 
最 为 清楚 的 基因 之 一 , 其 结构 相对 保守 , 种 间 变 异 
较 大 , 能 够 提供 丰富 的 系统 发 育 信息 , 已 被 广泛 用 
来 进行 近 缘 种 间 的 系统 进化 研究 (Hebert et al., 
2003 ) 。 

关于 CO 工 基因 序列 在 小 翅 科 昆虫 种 类 鉴定 及 
系统 进化 分 析 的 研究 , 国内 外 已 有 相关 报道 ， 如 
Stauffer 等 (1997 ) 通过 扩 增 CO I 与 tRNA LEU 基因 
间 的 一 段 非 编码 区 DNA. 序列 ,成功 鉴定 欧洲 常见 
的 7 种 齿 小 至 ; Cognato 等 (2005 ) 利 用 CO 工 基 因 人 研 
究 了 球 果 小 鹤 属 的 系统 发 生 以 及 地 理 环境 与 寄主 对 
该 属 昆虫 的 影响 ; Cognato 和 Jiang( 2007 ) 通 过 对 CO 
I 基因 、16S rDNA 基因 和 Elongation Factor-1Q(EF- 
lo) 基因 的 序列 分 析 和 系统 进化 树 的 构建 ,发 现 了 
我 国境 内 存在 齿 小 埠 属 新 的 物种 香格里拉 小 专 ps 
shangrila, 

目前 , 基于 mtDNA CO 工 基因 的 条 形 码 技术 作 
为 一 种 新 的 物种 鉴定 手段 , 在 昆虫 鉴定 方面 有 广泛 
HH. WEE S (2006) 以 我 国 常 见 7 fpi ud AE 
究 对 象 测定 CO I 基因 序列 , 探讨 CO I 基因 作为 
DNA 条 形 码 在 识别 曙 虫 物种 方面 的 可 行 性 。 乔 于 
娜 等 (2012 ) 以 我 国 田间 篆 见 25 irj b 7g SUPR 28 
CO I 基因 序列 , 分 析 研 究 表明 基于 CO I 基因 的 
DNA 条 形 码 技术 可 用 于 不 同 种 葡 马 的 快速 准确 鉴 
别 。 刘 慎 思 等 (2012 ) DA] SE Bactrocera dorsalis 
的 幼虫 和 成 虫 残 体 为 实验 对 象 , 测定 CO I 基因 序 
列 并 进行 比 对 分 析 , 结果 表明 DNA 条 形 码 技术 可 


完全 用 于 口岸 截获 的 实 蝇 类 害虫 幼体 及 残 体 的 准确 
鉴定 。 

齿 小 堵 属 作为 口 尾 经 常 截获 的 小 埠 科 类 群 , H 
前 已 知 60 多 种 ,其 中 18 种 属于 检疫 性 有 害 生物 
( 陈 乃 中 , 2009)。 本 人 研究 通过 测定 从 口 尾 截 获 的 齿 
小 圳 的 CO 工 基因 片段 序列 ， 以 及 GenBank 下 载 序 
AV |^ REESE SERE Na Orthotomicus caelatus PANA 
小 吉 O. erosus CO 工序 列 进行 比 对 , 将 28 RA NÉE 
同 源 序 列 的 碱 基 多 样 性 及 系统 进化 关系 进行 分 析 ， 
以 期 利用 DNA 条 形 码 技术 快速 、 准 确 地 鉴定 齿 小 
AR, 为 进一步 研究 小 专科 昆虫 分 子 鉴定 技术 提 
供 理论 依据 和 实践 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 标本 

所 用 标本 由 江苏 出 入 境 检验 检疫 局 植物 检疫 实 
验 室 鉴 定 和 提供 , 包括 14 种 齿 小 去 及 作为 外 群 的 
RIEN, 标本 来 源 与 采集 时 间 见 表 1。 此 外 ， 
选取 GenBank 登录 的 18 种 齿 小 过 CO I 基因 序列 进 
行 比 对 ( 表 2)。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

采用 磁 珠 法 提取 基因 组 DNA, 提取 试剂 盒 购 于 
北京 金 麦 格 生 物 技术 公司 。 提 取 步 又 为 : 将 酒精 浸 
泡 的 虫 体 , 选择 适当 大 小 的 肌肉 组 织 ( 此 试剂 盒 适 
合 <30 mg 组 织 样本 ) , 用 双 蒸 水 进行 冲洗 ,去除 残 
余 的 酒精 , 冲洗 干净 后 , 将 组 织 进行 研磨 , 加 入 180 
mL 裂解 液 及 20 mL EAR K, 55 温浴 , 使 得 组 织 
完全 裂解 。 再 加 入 200 mL 缓冲 液 、200 mL 无 水 乙 
REA 20 mL RIK, 使 DNA 吸附 到 磁 珠 上 , 使 用 500 
mL Wash Buffer 进行 除 杂 ， 之 后 加 入 20 uL 的 
Elution Buffer 将 DNA 溶解 , 得 到 基因 组 DNA. 溶液 ， 
T -20'€ fff. 
1.3 CO I 基因 扩 增 及 测序 

PCR 扩 增 在 Epgradient S 仪 (德国 Eppendorf 公 
司 ) 上 进行 。 采 用 50 kL 标准 反应 体系 ,其 中 含有 
25 mmol/L MgCL4 uL, 10 x jx 2x il 5 uL, 10 
mmol/L dNTPs 4 uL, Taq DNA 聚合 酶 1 U( xk 
TaKaRa 公司 ) ， 上 下 游 引物 各 1 AL( 上 海 金 斯 瑞 有 
限 公司 合成 ) ,DNA 模 板 1pL ,后 加 ddH;0 至 终 


9 期 


常 ” 虹 等 : 基于 线粒体 CO I 基因 的 齿 小 鹤 属 昆虫 DNA. 条 形 码 研究 


表 1 


供 试 标本 的 来 源 地 及 采集 时 间 


Table 1 The origin and collecting time of specimens assayed in this study 


种 名 
Species 
XANA 1 Ips acuminatus 1 
XAA 2 I. acuminatus 2 
粒 点 六 齿 小 用 L. concinnus 
TENE I. duplicatus 
欺骗 性 小 用 I. fallax 
南部 松 齿 小 吉 L. grandicollis 
中 重 齿 小 二 I. mannsfeldi 
墨西哥 齿 小 者 [. mexicanus 
美 松 齿 小 守 TI pini 1 
美 松 齿 小 嘉 2 工 _ pi 2 














FZAD 1l L. sexdentatus 1 








FLMÉBAPNE2I sexdentatus 2 
落叶 松 八 齿 小 守 I. subelongatus 
BRAINE I. typographus 
FHEA O. caelatus 


表 2 本 研究 使 用 的 GenBank 下 载 的 CO I 基因 序列 信息 
Table2 The information of CO I gene sequences 


downloaded from GenBank used in this study 











种 名 GenBank 登录 号 

Species GenBank accession no. 
短 唆 齿 小 才 1ps avulses AF113331.1 
波 南 齿 小 起 I. bonanseai AF113332. 1 
ŽE I. calligraphus AF113336. 1 
Zm L. cembrae AF113337. 1 
iR NÉE I confusus AF113341. 1 
kikti I. emarginatus AF113348. 1 
EIDE IL integer AF113356. 1 
西南 大 齿 小 吉 L knausi AF113357. 1 
亚利桑那 齿 小 窗 工 lecontei AF113360. 1 
高 山 齿 小 才 L montanus AF113365. 1 
似 混 此 小 起 I. paraconfusus AF113368.1 
JEA I. perroti AF113369. 1 
刻 纹 齿 小 才 I. plastographus AF113378. 1 
刺 形 齿 小 吉 I. spinifer AF113381.1 
木 齿 小 喜 IL. woodi AF113389.1 
北海 齿 小 喜 上 amitinus EF115509. 1 
piha L perturbatus EF115521.1 
松 瘤 小 喜 0. erosus U82236. 1 


来 源 地 采集 时 间 
Origin of species Collecting date 
俄罗斯 Russia 2010. 12 
俄罗斯 Russia 2010.6 
美国 阿拉 斯 加 Alaska，USA 2010.6 
俄罗斯 Russia 2010.8 
不 详 Not clear 1988.11 
澳大利亚 Australia 2011.9 
罗马 尼 亚 Romania 2010. 8 
美国 阿拉 斯 加 Alaska, USA 2010.6 
美国 USA 2008. 12 
美国 USA 2011.9 
法 国 France 2009.7 
法 国 France 2011.4 
俄罗斯 Russia 2006.9 
俄罗斯 Russia 2011.7 
美国 USA 2011.6 


体积 50 uL, PCR 条 件 为 : 94C 预 变性 4 min; 94%C 
变性 1 min, 4$% 退火 1 min, 72% 延伸 1.$ min, TÉ 
环 35 次 , 在 72C 下 延伸 10 min。 将 含有 日 的 条 带 
PCR 产物 直接 送 到 上 海 金 斯 瑞 有 限 公 司 测序 。 

PCR 2 3E FH F& PCR(nested PCR), 第 1 轮 
ALNSEED8 HIS y (Simon et al., 1994) : 上 游 引 物 
CI-]-2183 ( 5'-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3/), 
下 游 引 物 TL2-N-3014(5'-TCCAATGCACTAATCTGC 
CATATTA-3') , 78 2 轮 引 物 依据 小 至 科 CO I 序列 
( Mock et al., 2007) 自行 设计 ， 上游 引物 为 J]2210 
( 5'-TCGCATATTATTAGGCAAGAAAGAG-3^) , 下游 
引物 为 N2739 ( 5' - AGAAATGTTGTGGGAAGAAA 
G-3'), 

1.4 序列 处 理 及 分 析 

将 测序 结果 导入 DNAStar 中 的 SeqMan 软件 
( Parchman et al., 2010) ,进行 序列 的 拼接 与 手工 校 
IE, 确定 分 析 的 序列 , 利用 NCBI 中 的 “BLAST” 软 
件 进行 相似 性 检索 , 确定 序列 方 回 及 目的 厂 度 ; 将 
确定 的 序列 以 及 GenBank 下 载 18 种 Ips 属 的 序列 
ZY A Clustal X 1. 83 软件 (Chenna et al., 2003) 进行 
序列 比 对 ,输出 格式 为 FASTA。 比 对 结果 导 和 人 
Mega 5.0 软件 (Kumar et al., 2008) , 计算 各 物种 间 
的 遗传 距离 ， 转 换 和 斯 换 值 及 其 比值 (R 值 ), 保守 
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位 点 (conserved sites, C) 及 变异 位 点 (variable sites, 
V) 等 数值 ; 同时 , 利用 Mega 5. 0 构建 基于 Kimura 
2-parameter Je 15 WB Ex d A H SR F% 1 ( Neighbor- 
Joining, NJ) 系统 发 育 树 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 CO 工 基因 序列 组 成 和 变异 

将 测序 及 下 载 的 序列 导入 Mega 5.0 剪 切 成 等 
长 片段 (462 bp), 未 发 现 有 缺失 和 插入 现象 。 变 异 
位 点 为 259 个 , 保守 位 点 203 个 ,简约 信息 位 点 
181 个 , 目 窗 位 点 78 个 。 所 有 位 点 中 , A, G, CA 
T 碱 基 平 均 含 量 分 别 为 30.7%, 16.596 , 17.0% 和 
35.8% 。A +T 含 量 较 高 为 66.5% ,明显 高 于 G+C 
含量 , 表现 明显 的 A +T 碱 基 偏 嗜 , 日 A 与 了 含量 
相当 , 符合 昆虫 线粒体 基因 碱 基 组 成 的 基本 特征 
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(Liu and Beckenbach, 1992) 。 
2.2 MEENET 

使 用 Mega 5. 0 软件 , 计算 全 体位 点 及 各 位 点 
的 转换 与 其 换 值 以 及 其 比值 (Tamura et al., 2011), 
结果 如 表 3 所 示 , 全 体位 点 的 转换 主要 发 生 在 T 与 
C 之 间 , 题 换 主要 发 生 在 A 与 之 间 , 转换 /站 换 
比值 (R 值 ) 为 0.95。 密 码 子 各 位 点 分 别 分 析 ， 转 
换 与 颠 换 主 要 发 生 在 密码 子 第 3 MAE, 且 转 换 与 
Rid H 24 (0. 92) ,符合 昆虫 线粒体 的 特征 ， 蔡 换 主 
要 发 生 在 密码 子 第 3 位 点 。 第 1,2 和 3 位 点 的 R 
值 分 别 为 1.61, 0.34 $10.92, 无 论 整 体 还 是 密码 
子 各 位 点 , 其 R 值 均 小 于 2, 说 明 该 段 序列 转换 与 
WARSA, 在 构建 系统 发 育 树 时 应 考虑 转换 
和 斯 换 的 发 生 比 率 ; 且说 明 该 段 基 因 可 靠 度 高 , 使 
用 该 基因 得 到 的 进化 树 可 徘 。 


RI 核 甘 酸 碱 基 蔡 换 值 


Table 3 The replacement value of nucleotide bases 


ii si SV R TT TC TA TG CC CA CG AA AG GG Total 
Avg 382.00 39.00 41.00 0.95 135.00 31.00 25.00 4.00 57.00 9.00 3.00 121.00 $8.00 69.00 461.94 
Ist — 141.00 8.00 5.00 1.61 33.00 0.00  À 2.00 1.00 17.00 1.00 1.00 45.00 2.00 45.00 154.00 
2nd 149.00 1.00 4.00 0.34 . 62.00 1.00 1.00 0.00 34.00 1.00 1.00 29.00 0.00 23.00 154.00 
3rd 93.00 30.00 32.00 0.92 39.00 24.00 22.00 3.00 6.00 6.00 1.00 47.00 6.00 1.00 153.94 


Avg: 平均 频率 Average frequency; 1st: 第 1 位 点 The first position; 2nd; 第 2 位 点 The second position; 3rd: 48 3 位 点 The third position; ii: 相同 
的 碱 基 对 Identical base pairs; si: 转换 碱 基 对 Transitional base pairs; sv: Efe] Transversional base pairs; R: $19 286] EXT si/sv. 


2.3 遗传 距离 分 析 

基于 Kimura 2-parameter 模型 分 析 28 种 31 个 
Wiz Né I8] 2 个 外 种 群 之 间 的 遗传 距离 , 将 转换 与 颠 
换 考 虑 在 内 , 采用 Bootstrap 值 (1 000 次 ) 进行 检验 
( Felsenstein, 1985) , hÆ 4 所 示 , 同 物种 间 的 遗传 
距离 介 于 0.002 ~0.007 zz], SEA NAR I. pini 
种 内 距离 最 小 , 490.002; tZ I. sexdentatus 
种 内 距离 最 大 , 为 0.007。 不 同 种 间 的 遗传 距离 介 
于 0.059 ~0.431 E, 平均 遗传 距离 为 0.199, 其 中 
近 缘 种 美 松 齿 小 至 I pii 5T YU A EI 
perturbatus 之 间 的 遗传 距离 最 小 , 为 0.059; 南部 松 
BAN I. grandicollis 5 I. fallax 之 间 的 遗传 距离 最 
大 , 为 0.431。 可见 , 同 物 种 间 不 存在 地 理 差 异 ; 同 
属 不 同 种 遗传 距离 的 差异 较 明 显 , 可 以 将 此 段 序列 


Kimura 2-parameter 遗传 距离 模型 ， 同 时 采用 
Bootstrap 重复 抽样 1 000 次 用 以 检验 分 子 系统 树 各 
分 支 的 置信 和 度 , 构建 系统 发 育 树 。 由 图 1 可 以 看 
出 ,两 种 外 群 与 齿 小 起 属 聚 为 一 大 文 ， 说 明净 小 堵 
SU NERIS EIER BOE, 这 与 形态 学 分 类 相 
一 致 , 这 两 个 属 同 为 齿 小 袁 族 (Ipini) ; 同一 物种 聚 
为 同一 小 文 , 且 分 支 自 展 值 均 为 100% ; 近 缘 种 能 
聚集 在 一 起 ,如 美 松 齿 小 至 . pini MiA 1. 
perturpatus， 且 置信 和 度 很 高 (三 97% )。 不 同 种 的 齿 
小 圳 种 类 区 别 明显 , 说 明 该 段 序列 能 够 作为 分 子 鉴 
定 的 依据 。 


3 ”讨论 与 结论 


作为 分 析 及 鉴别 物种 的 依据 。 目前 , 在 动物 条 形 码 的 研究 中 , 已 将 CO 工序 
2.4 系统 发 育 树 的 构建 列 作为 标准 条 形 码 ,其 所 用 的 分 析 方 法 为 : 序列 拼 


利用 邻接 法 (Neighbor-Joining，NJ)， 选 择 


接 、 比 对 并 进行 人 工 校正 ; 用 Mega 或 Paup 软件 计 
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图 1 4PBHATJEEBIDSINSEUS BOAT FP SS ACER 
Fig.1  Neighbor-joining tree based on the analysis of 


CO [ gene sequences of /ps species 


分 支 处 上 方 数值 表示 重复 1 000 次 后 的 自 展 值 ; 标 斥 示 遗 传 距离 。 
Numbers above branches are bootstrap values under 1 000 replicates. The 


scale bar represents the genetic distance. 


算 种 内 及 种 间 的 Kimura 2-parameter distance ( K2P) ; 
根据 计算 出 的 K2P 距离 建立 Neighbour-joining tree 
( NJ 树 ) (Hebert et al., 2003)。 本 研究 将 所 测 14 条 
KM CO 工序 列 进行 拼接 与 手工 校正 ， 并 进行 


“Blast” 相似 性 检索 , 结 打 表明 , 此 14 条 序列 都 属 
TADB CO 工 基 因 序 列 且 同 源 性 均 为 99% , 说 
明 此 段 序列 准确 性 强 、 可 信和 度 高 。 

Hebert 等 (2003 ) Xx 4 fi A TE: 27] UR JC EE EE 3] 
物 动物 界 的 CO 工 基因 序列 比较 分 析 得 出 结论 : ER 
腔 肠 动物 外 ，98% 物种 的 种 内 遗传 距离 差异 为 
0% ~2%, 种 间 遗 传 距 离 差 异 平均 可 达 11.3% 。 本 
研究 中 各 种 齿 小 骞 昆虫 间 的 遗传 距离 表明 : 该 片段 
在 同一 种 类 内 遗传 距离 小 于 2% 是 相对 保守 , 且 无 
明显 的 地 理 差 异 , 种 内 平均 距离 为 0.0036; 种 间 平 
均 遗 传 距 离 为 0. 199, 种 间 遗 传 距离 是 种 内 遗传 距 
离 的 55.28 f, 完全 符合 DNA 条 形 码 有 效 性 的 检 
验 标准 , 与 Hebert 等 (2003 ) 研究 理论 一 致 , 说明 该 
厂 段 可 以 较 好 区 分 齿 小 专属 的 不 同 种 类 。 

同时 ,基于 Kimura 2-parameter 双 参 数 模 型 构 
建 的 NJ 树 , 同一 物种 聚 为 同一 小 文 ， 且 分 文 目 展 
值 均 为 100% ; 近 缘 种 能 聚集 在 一 起 , 且 置 信和 度 很 
高 (三 97% ) ; 不 同 种 类 区 别 明 显 ,， 且 信和 度 较 高 ， 进 
化 树 结 果 与 形态 学 分 类 结果 基本 一 臻 ,能 满足 种 类 
鉴定 的 需要 。 

近年 来 ,分 子 标记 撤 术 用 于 昆虫 种 类 鉴定 的 报 
者 很 多 ， 如 陈 凑 等 (2005 ) 使 用 实时 灾 光 分 子 检 测 的 
方法 成 功 检 测 火 蚁 属 Solenopsis 的 红火 蚁 S. invicta; 
李 文 耸 等 (2008 ) 应 用 生物 芯片 将 地 中 海 实 蝇 
Ceratitis capitata, JEY TERK I C. cosyra 和 纳 塔 尔 
ARSCH C. rosa 等 种 类 进行 准确 的 鉴别 。 目 前 分 
子 标记 技术 在 齿 小 至 属 的 应 用 鲜 有 报道 , 本 研究 测 
定 14 种 齿 小 才 CO 工 基因 序列 , 并 结合 NCBI 中 已 
公开 的 部 分 齿 小 过 CO I 序列 进行 比较 分 析 , 证 实 
DNA 条 形 码 技术 可 用 于 齿 小 埠 种 类 的 鉴定 。 该 方 
法 具有 方便 、 快 速 、 经 济 、 准 确 等 优点 ,能够 解决 
植物 检疫 中 截获 的 齿 小 埠 幼 虫 或 残缺 成 虫 的 鉴定 问 
题 , 同时 为 小 埠 科 昆 忠 DNA. 条 形 码 数 据 库 的 构建 
提供 理论 依据 及 实践 基础 。 研 究 结果 表明 ， 基 于 线 
粒 体 CO 工 基因 的 DNA 条 形 码 技术 在 小 寇 科 齿 小 守 
属 昆虫 分 子 鉴 定 上 具有 可 行 性 。 笔 者 将 进一步 将 该 
目标 片段 应 用 于 小 吉 科 其 他 属 种 , 证 明 其 在 小 专科 
昆虫 分 子 鉴定 的 可 行 性 。 


参考 文献 ( References) 


Chen NZ, 2009. Quarantine Pests on Entry Plants in China. China 
Agriculture Press, Beijing. 355 —375. | 陈 力 中 , 2009. 中 国 进 境 
植物 检疫 性 有 害 生 物 . 北京 : 中 国 农业 出 版 社 . 355-375] 

Chen Y, Chen NZ, Zhu YF, Chen HJ, 2005. Molecular detection of 





Solenopsis invicta based on real-time PCR. Plant Quarantine, (4): 


9 期 EO MF: 基于 线粒体 CO I 基因 的 齿 小 骞 属 昆虫 DNA 条 形 码 研究 1081 


204 -206. | 陈 岩 , 陈 乃 中 , RKF, WRR, 2005. 2 KRK 
时 菊 光 分 子 检测 方法 . 植物 检疫 ，(4) : 204 -206 ] 

Chenna R, Sugawara H, Koike T, Lopez R, Gibson TJ, Higgins DG, 
Thompson JD, 2003. Multiple sequence alignment with the Clustal 
series of programs. Nucl. Acids Res., 31; 3497 — 3500. 

Cognato AI, Jiang HS, 2007. DNA based cladograms augment the 
discovery of a new 1ps species from China ( Coleoptera: 
Curculionidae; Scolytinae). Cladistics, 23; 1 —13. 

Cognato AI, Nancy EG, Rodolfo CB, Sperling FAH, 2005. 
Mitochondrial phylogeny of pine cone beetles ( Scolytinae, 
Conophthorus) and their affiliation with geographic area and host. 
Molecular Phylogenetics and Evolution, 36. 494 —508. 

Felsenstein J, 1985. Confidence limits on phylogenies; an approach 
using the bootstrap. Evolution, 39; 783 -791. 

Hebert PD, Cywinska A, Ball SL, Waard JR, 2003. Biological 
identifications through DNA barcodes. Proc. R. Soc. Lond. B Biol. 
Sci., 270(1512) : 313 - 321. 

Kumar S, Nei M, Dudley J, Tamura K, 2008. Mega: a biologist-centric 
software for evolutionary analysis of DNA and protein sequence. 
Brief Bioinform., 9(4) : 299 - 306. 

Li WF, Yu DJ, Yan HM, Li JG, Xu L, Ren LF, 2008. The gene chip 
detection technique for the Mediterranean fly, Ceratitis capitata , and 
its related species ( Diptera; Tephritidae ). Acta Entomologica 
Sinica, 51(1): 61 -67. [ ZEXZy, REE, BUE TE, FE, R 
iR, 任 鲁 风 , 2008. 地 中 海 实 蝇 及 其 近 缘 种 基因 芯片 检测 研究 . 
昆虫 学 报 , 51(1): 61-67] 

Liu H, Beckenbach AT, 1992. Evolution of the mitochondrial 





cytochrome oxidase || gene among 10 orders of insects. Molecular 
Phylogenetics and. Evolution, 1; 41 —52. 

Liu SS, Zhang GF, Wu Q, Zhang AB, Wang JJ, Wan FH, 2012. 
Establishment and application of DNA barcoding technology for 
identification of the immature and adult debris of Bactrocera dorsalis 
(Hendel) (Diptera; Tephritidae). Acta Entomologica Sinica, 55 
(3):336 -343. [ 刘 慎 思 , E, IRR, 张 爱 兵 , 王 进军 , 万 
方 浩 , 2012. 桔 小 实 晶 幼 体 及 成 虫 残 体 DNA 条 形 码 识别 技术 的 
建立 与 应 用 . 昆虫 学 报 , 55(3) : 336 - 343 ] 

Liu Y, Song Y, Li XY, 2010. Application of DNA barcode technique 


based on the gene of mitochondrial cytochrome oxidase | in insect 


molecular identification. Plant Quarantine, (2) : 46 -47. | x8, 
RKE, EEF, 2010. 基于 线粒体 CO | 基因 的 DNA ZEJE RO dx 
术 在 昆虫 分 子 鉴 定 中 的 应 用 . 植物 检疫 ，(2) : 46 -47 

Pan CY, Hu J, Zhang X, Huang Y, 2006. The DNA barcoding 
application of mtDNA CO [ genes in seven species of Catantopidae 
( Orthoptera). Entomotaxonomia, 28(2):; 103 — 110. | WEF, 
胡 婧 , 张震 , 黄 原 , 2006. 斑 腿 凰 科 Catantopidae 七 种 蝗虫 线 粒 
体 CO 工 基因 的 DNA 条 形 码 研究 . 昆虫 分 类 学 报 ，28 (2) : 
103 - 110] 

Parchman TL, Geist SK, Grahnen JA, Benkman CW, Buerkle CA, 
2010. Transcriptome sequencing in an ecologically important tree 
species; assembly, annotation, and marker discovery. BMC 
Genomics, 11: 180. 

Qiao WN, Wan FH, Zhang AB, Min L, Zhang GF, 2012. Application 
of DNA barcoding technology for species identification of common 
thrips ( Insecta: Thysanoptera ) in China. Acta Entomologica 
Sinica, 55 (3) : 344 -356. [ 乔 玮 娜 ,万 方 浩 , 张 爱 兵 , H, 张 
桂 分 , 2012. DNA 条 形 码 技术 在 田间 常见 葡 马 种 类 识别 中 的 应 
用 . 昆虫 学 报 , 55(3) : 344 -356] 

Simon C, Frati F, Beckenbach A, Crespiratory B, Liu H, Flook P, 
1994. Evolution, weighting, and phylogenetic utility of 
mitochondrial gene sequence and a compilation of conserved 
polymerase chain reaction primers. Annals of the Entomological 
Society of America , 87 ; 651 —701. 

Stauffer C, 1997. A molecular method for differentiating sibling species 
within the genus /ps. In: Gregoire JC, Liebhold AM, Stephen FM, 
Day KR, Salom SM eds. Integrating Cultural Tacties into the 
Management of Bark Beetle and Reforestation Pests. USDA Forest 
Service General Technical Report, NE-236, Radnor, PA. 87 -91. 

Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S, 2011. 
MEGAS.: Molecular evolutionary genetics analysis using maximum 
likelihood, evolutionary distance, and maximum parsimony 
methods. Molecular Biology and Evolution, 28(10) : 2731 -2739. 

Yin HF, 1987. Problems in plant quarantining of Scolytidae. Plant 
Quarantine, (2); 99 - 105. REZ, 1987. 小 喜 虫 的 检疫 问 
题 . 植物 检疫 ，(2) : 99 - 105] 

(责任 编辑 : AAE) 


